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当研究室ではこれまでに、軸索伸展活性を有する薬物として新規化合物 Denosomin に着目し SCI
に対する作用を検討してきた。Denosomin は、インドのアーユルヴェーダ医学で強壮薬・向知性薬
として用いられている Ashwagandha (Withania sommnifera Dural の根)の単離成分の 1 つ withanoside 
IV に着目し活性研究・合成研究を行う過程で得られた化合物である。 
第一章では、Denosomin を投与した SCI マウスにおいて顕著に運動機能改善作用が示され、その
損傷部位で中間径フィラメントタンパク質である vimentin を発現・分泌するアストロサイトが、特
異的に増加することで損傷部の軸索伸展に関与することを明らかにした。第二章では、軸索伸展作
用を示す細胞外 vimentin のメカニズムの解明を検討した。第三章では、細胞外 vimentin による軸索
伸展作用および脊髄損傷改善作用について SCI モデルマウスを用いた in vivo の検討を行った。ま
た、第四章では、脊髄損傷モデルマウスの従来の運動機能評価法の不足点を改良した新たなスコア
リングを開発した。 
【第一章 Denosomin によるアストロサイトを介した脊髄損傷改善作用メカニズムの解明】1） 
当研究室ではこれまでに、軸索伸展活性を有する新規化合物 Denosomin を見出していた。本研究
では、Denosomin を SCI モデルマウスに連日経口投与したところ、顕著に運動機能が改善し、その
損傷部位では、NF-H 陽性軸索、運動機能を制御する縫線脊髄路に分布する 5-HT 陽性軸索、皮質脊
髄路について有意に伸展が促進された。さらに軸索伸展阻害に関与すると考えられているアストロ
サイトが Denosomin 投与により増加することを見出した。そこで Denosomin による運動機能改善
にはアストロサイトが何らかの正の役割を担っている可能性を考え、SCI 改善のメカニズムをアス
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トロサイトに着目して検討した。 
単離初代培養アストロサイトに対する Denosomin の作用 脊髄由来培養アストロサイト(SD rats, 
胎生 17 日齢)に Denosomin (1 µM)を処置したところ、細胞増殖が促進された。さらに Denosomin (1 
µM)を前処置した培養アストロサイトの培養上清を初代培養脊髄神経細胞(SD rats, 胎生 17 日齢)に
処置したところ、有意に軸索の伸展が促進された。 
Denosomin 処置によりアストロサイトから分泌される軸索伸展因子の同定 Denosomin (1 µM)ある
いは溶媒を処置したアストロサイトから抽出した全タンパク質溶液をそれぞれ 2D-PAGE および
LC-MS/MS により解析した結果、Denosomin 処置で増加する因子として中間径フィラメントタンパ
ク質の vimentin が示された。さらに、Denosomin 処置したアストロサイトの培養上清を ELISA 解析
した結果、Denosomin 処置で vimentin の細胞外への分泌が増加することが確認された。CSPG 基質
上(0.5 µg/ml)で初代培養大脳皮質神経細胞(ddY mice, 胎生 14 日齢)を培養すると軸索伸展が阻害さ
れるが、vimentin (10 ng/ml)を共処置すると CSPG 存在下でも有意に軸索伸展が促進された。 
Denosomin 投与 SCI マウスにおける vimentin の発現 SCI マウス(雄性, ddY mice, 7 週齢, L1 レベ
ルの圧挫損傷)に対して、Denosomin (20 µmol/kg/day)または溶媒を損傷 1 時間後、翌日以降は 1 日 1
回、7 日間連続経口投与した後、脊髄切片の蛍光免疫染色を行った。Denosomin 投与群の損傷部位
で、vimentin の密度、5-HT 陽性軸索(縫線脊髄路)の密度が増加し、vimentin に沿って伸展する 5-HT
陽性軸索の割合が増加した。さらに vimentin と共局在するアストロサイトの割合は増加する一方、
CSPG と共局在するアストロサイトは増加しなかった。Denosomin 投与した SCI マウスで増加した
vimentin は細胞外マトリックスタンパク質 laminin と共局在し、β-actin (細胞質および細胞膜に分布)
とは重ならなかった。 
これらの結果により、Denosomin 投与した SCI マウスの損傷部位では vimentin を発現・分泌する
アストロサイトが特異的に増加し、それに沿って伸展する軸索が増加することが示された。 
 
【第二章 細胞外 vimentin による軸索伸展作用メカニズムの解明】2） 







細胞外 vimentin のターゲットタンパク質候補の検出 Vimentin (100 ng/ml)あるいは溶媒を 10 分間
処置したラット大脳皮質神経細胞から抽出した全タンパク質溶液を用いて、網羅的リン酸化抗体ア
レイを行ったところ、リン酸化割合が増加する受容体タンパク質として Insulin-like growth factor 1 
receptor (IGF1R)が示された。 
細胞外 vimentin による IGF1R シグナル経路への関与 マウス大脳皮質神経細胞に 2 種類の IGF1R
阻害剤(IGF1-analog; 20 ng/ml または anti- IGF1R antibody; 2 µg/ml)をそれぞれ前処置し、vimentin (100 
ng/ml)による軸索伸展作用を検討した。いずれの阻害剤を用いた場合にも vimentin による軸索伸展
作用が阻害され、IGF1R が vimentin による軸索伸展に関与することが示された。また、マウス大脳
皮質神経細胞(培養 4 日目)に vimentin (100 ng/ml)を 5, 10, 30, 60 分間処置し、vimentin によって起こ
る IGF1R のリン酸化タイムコースを、蛍光免疫染色および western blot により検出したところ、
vimentin による IGF1R のリン酸化は処置後 30 分間でピークに達した。このとき培養上清中に含ま
れる IGF1R の生理的リガンド(IGF1, IGF2, Insulin)は、vimentin 処置で増加しないことが ELISA によ
り示された。 
Vimentin と IGF1R の直接結合 DARTS 法と western blot による解析、および免疫沈降法による検
討から、vimentin と IGF1R が直接結合することを明らかにした。 
結合シミュレーション解析 Vimentin の C 末端領域(aa: 330-407)が IGF1R の細胞外ドメインに結合
する領域であることが示された。 
これらの結果より、細胞外 vimentin が神経細胞上にある IGF1R に直接結合し活性化することで、
軸索伸展作用を促進することを明らかにした。 
 
【第三章 細胞外 vimentin による SCI マウスの脊髄損傷改善作用および軸索伸展作用の検討】 
第一章、第二章より、Denosomin によってアストロサイトから分泌される軸索伸展促進因子とし




細胞外 vimentin による SCI マウスの運動機能改善作用 SCI マウス(雌性, ddY mice, 6-8 週齢)の側
脳室内に vimentin ( 0.528 pmol/day)または溶媒(ACSF; artificial cerebrospinal fluid)を持続注入し（21 日
間）、スコアリングにより運動機能を評価したところ、後肢運動機能は vimentin 投与群で有意に改
善した。また、脊髄矢状断切片の蛍光免疫組織染色解析より、損傷部における 5-HT（縫線脊髄路軸
索マーカー）および NF-H（神経軸索マーカー）陽性の軸索密度が vimentin 処置により有意に増加
した。 
 
【第四章 脊髄損傷モデルマウスにおける新規運動機能評価方法 TMS の開発】3） 
SCI 後の機能回復において、関節の動きと体重支持の有無が重要な判断要素である。SCI マウス




た体重支持に着目した評価法 BBB score と、広く普及している BMS score を組み合わせて改良を加
え、新たな評価法 TMS（Toyama Mouse Score）を開発した。BMS と TMS を比較検討したところ、
一人の観察者が複数のマウスを評価したときの変動係数、および複数の観察者が 1 匹のマウスを評




本研究では、Denosomin を投与した SCI マウスの損傷部位において vimentin を発現・分泌するア
ストロサイトが特異的に増加することで軸索の伸展が促進され、運動機能改善に寄与することを明
らかにした。さらに、細胞外 vimentin の増加が SCI マウスの後肢運動機能改善、軸索伸展を直接導
くことを本研究で初めて明らかにした。また、これまで神経細胞における vimentin は、細胞内タン
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• Improvement of hindlimb function
• Proliferation of vimentin-positive astrocytes






CSPGs (Axonal growth  inhibitory molecules)










IGF1R-mediated axonal growth signaling
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Combination of the BMS and BSS
with modifications
Toyama Mouse Score (TMS)
High sensitivity in intra samples and low variations in intra evaluators.
Hindlimb
movement





学 位 論 文 審 査 の 要 旨 
【背景】 






薬・向知性薬として用いられている Ashwagandha (Withania sommnifera Duralの根)の単離成





















 vimentinは細胞外マトリックスタンパク質 lamininと共局在し、β-actin (細胞質・細胞膜に分
布)とは重ならなかった。 
 





たところ、リン酸化割合が増加する受容体タンパク質として Insulin-like growth factor 1 
receptor (IGF1R)が示された。マウス大脳皮質神経細胞に 2種類の IGF1R阻害剤をそれぞれ
前処置すると、vimentinによる軸索伸展作用が阻害された。また、マウス大脳皮質神経細胞
に vimentin を処置したところ、IGF1R のリン酸化が認められた。培養上清中に含まれる
IGF1Rの生理的リガンド(IGF1, IGF2, Insulin)は、vimentin処置で増加しないことを ELISAに
より確かめた。DARTS 法と western blot による解析、および免疫沈降法による検討から、
vimentinと IGF1Rが直接結合することを明らかにした。さらに、in silico結合シミュレーシ
ョン解析により vimentinのC末端領域(aa: 330-407)が IGF1Rの細胞外ドメインに結合する領
域であることが示された。 
 
【第三章 細胞外 vimentin による SCI マウスの脊髄損傷改善作用および軸索伸展作用の検
討】4) 
細胞外 vimentinによる SCIマウスの運動機能改善作用を検討するために、SCIマウスの側脳
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